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RESUMEN

Salmonella enterica es considerada una de las principales causas de enfermedades
transmitidas por los alimentos alrededor del mundo, teniendo un amplio rango de hospederos
incluyendo los animales silvestres, lo cual ha generado un esfuerzo constante en la vigilancia
epidemioldgica de la enfermedad. Sin embargo, las aves silvestres presentan un riesgo mayor,
ya que pueden recorrer largas distancias, incluso entre paises. En este estudio se aislé S.
enterica en un 4,95% (46/928) mediante torula de arrastre, desde aves silvestres acuaticas,
principalmente la Gaviota Dominicana (Larus dominicanus), en ocho sitios de muestreo a lo
largo del pais. Los serovares identificados fueron: S. Enteritidis con un 69,56% (32/46), S.
Heildeberg 8,69% (4/46), S. Seftenberg 4,34% (2/46) y por ultimo, otros serovares en menores
proporciones como S. Anatum, Havana, Agona, Infantis, Dublin, y una cepa Grupo B (I 4, 5,
12:b:), en donde cada uno presentd una frecuencia de 2,17% (1/46). Ademas, fueron
detectados doce combinaciones de genes asociados a virulencia (virulotipos). Estos resultados
sugieren que en Chile, la infeccién por Salmonella enterica en aves silvestres acuéticas podria

tener impacto en la salud puablica y animal.
Palabras clave: Salmonella enterica, Aves silvestres acudaticas, Chile, Virulotipos.
ABSTRACT

Salmonella enterica is considered one of the main causes of food-borne diseases around the
world, having a wide host range including domestic and wild animals, which has generated a
constant effort in epidemiological surveillance of the disease. However, wild birds have a higher
risk because they can move long distances even among countries. In this study, S. enterica was
isolated in 4,95% (46/928) by drag swab from waterfowls, mostly Dominican Gull (Larus
dominicanus). The samples were obtained from eight sites throughout the country, identifying
the following serovars: S. Enteritidis with 69,56% (32/46), S. Heildeberg 8,69% (4/46), S.
Seftenberg 4,34% (2/46) and finally, other serovars in smaller proportions as S. Anatum,
Havana, Agona, Infantis, Dublin, and Group B strain (I 4, 5, 12: b :), wherein each serovar
presented a frequency of 2,17% (1/46). In the other hand, we detected twelve combinations of
virulence-associated genes (virulotypes). These results suggest that in Chile, Salmonella

enterica infection in waterfowl could have impacts in public and animal health.

Key Words: Salmonella enteric, Waterfowl, Chile, Virulotypes.



INTRODUCCION

Actualmente los ambientes naturales y urbanos no se encuentran totalmente separados unos
de otros, como si ocurria décadas atras. Oportunidades de contacto entre especies silvestres,
animales domésticos y el ser humano, son cada vez mas comunes, existiendo un riesgo real y

casi continuo de transmision de patégenos.

En el caso especifico de las aves silvestres, éstas han sido materia de estudio alrededor del
mundo y existe evidencia sustancial de que pueden llegar a ser reservorios de una gran
cantidad y diversidad de microorganismos (tanto patdégenos como comensales) y que al
recorrer enormes distancias, éstos pueden ser transmitidos a otros animales y a los seres
humanos (Hubalek, 2004; Kobayashi et al., 2007; Tsiodras et al., 2008). Este es el caso de las
aves migratorias que se desplazan miles de kildmetros desde sus lugares de nidificacién en el
Hemisferio Norte, para alimentarse en latitudes con mejores condiciones climaticas durante el
verano austral, como lo es Chile. A lo largo de toda la costa del Pacifico, estas aves establecen
contacto con la avifauna nativa, por lo que podrian ingresar al pais diversos patégenos, muchos

de ellos emergentes y potencialmente zoondoticos.

Con respecto a la presencia de Salmonella enterica en aves silvestres, existen multiples
estudios que han descrito un amplio rango de serotipos aislados desde diversas especies de
aves (Frere et al., 2000; Duarte et al., 2002; Hubalek, 2004; Nesse et al., 2005; Palmgren et al.,
2006; Kobayashi et al., 2007; Dhama et al., 2008; Hughes et al., 2008; Dolejska et al., 2009;
Lépez-Martin et al., 2011).

La salmonelosis en tanto, es uno de los mayores problemas de salud publica alrededor del
mundo (Pui et al., 2011; Monack, 2012. Con respecto a S. enterica, es comunmente adquirida
desde alimentos contaminados y es una causa frecuente de gastroenteritis y bacteremia en
personas a nivel mundial (Hendriksen et al., 2011). Se han estimado en 93,8 millones, los
casos de gastroenteritis asociados a Salmonella que ocurren cada afio alrededor del mundo,
dentro de las enfermedades transmitidas por los alimentos; lo cual corresponde a un 86% de
los casos humanos de salmonelosis (Majowicz et al., 2010 citado por Hoelzer et al., 2011). Lo
cual representa un impacto econémico negativo, debido al costo en vigilancia, tratamiento y

prevencion de la enfermedad (Pui et al., 2011).

Actualmente, se han registrado cambios en la prevalencia de cepas especificas y serotipos en

humanos y poblaciones animales, relacionados con algunos factores tales como: viajes



internacionales, migracién humana, produccion de alimentos, forraje para animales y transporte
de ganado (Hendriksen et al., 2011).

La situacion en Chile también ha cambiado con el transcurso de los afios, en el Gltimo periodo
de vigilancia de Salmonella spp. en pacientes humanos, realizado entre los afios 2008-2011, se
confirmaron 11,403 cepas provenientes de aislamientos clinicos. El afio con el mayor numero
de casos fue el 2011, demostrando una clara tendencia al alza. Ademas, se observa una
estacionalidad en la presentacion de casos, siendo mayor en la temporada primavera-verano
(ISP, 2012). En todo el periodo, las tres serovariedades mas frecuentemente aisladas fueron:
Salmonella Enteritidis (66.1%), S. Typhimurium (10.6%) y S. Typhi (5.5%), contrastando con la
evidencia de casos de salmonelosis en los afios 80’-90’, en donde S. Typhi era el principal foco
de atencién debido principalmente a las condiciones higiénicas deficientes en esa época. El
reservorio natural para S. typhi es el ser humano, lo que difiere en absoluto de S. Enteritidis, ya
gue se considera a las aves de corral como su principal reservorio y los productos o

subproductos de éstas, las vias de infeccion para las personas (Fica et al., 2012).

Con respecto al estudio epidemiolégico del alcance de Salmonella a nivel mundial, es que se
ha avanzado actualmente en diversas técnicas moleculares, siendo la tipificacién de genes de
virulencia (VT, del inglés “Virulotyping”) un método determinante al momento de esclarecer qué
funciones asociadas a virulencia, estan codificadas en cada serotipo actuante en diversas
regiones del mundo (Andrews-Polymenis et al., 2009). La aplicacion de VT para Salmonella
estd ampliando el conocimiento de cdmo los genes asociados a virulencia reflejan propiedades
particulares de la bacteria, tales como la especificidad de hospedero y/o zona geogréafica y en

la virulencia o determinantes de resistencia a antimicrobianos.

Segun los resultados de Huehn et al., (2010) en su investigacion, la mayoria de los virulotipos
descritos para S. Enteritidis estan restringidos a uno o dos serotipos y no existiria, por ende,

diferencias significativas con el hospedero de origen o su ubicacién geogréfica.

De acuerdo a estos antecedentes, el papel que cumplen las aves silvestres como reservorios
de S. enterica vy el analisis de los virulotipos presentes en estas cepas en nuestro pais,
requiere ser investigado. El objetivo general de este estudio es, por lo tanto, detectar cepas de
S. enterica y posteriormente realizar una identificacion de genes asociados a virulencia, desde

aves silvestres acuaticas en Chile.



MATERIALES Y METODOS

Muestreo

La toma de muestras se llevd a cabo en sitios en donde existia mayor confluencia de aves
silvestres acuaticas, fuesen estas migratorias y/o residentes. En la Tabla 3 se especifican los

sitios de muestreo.

Las muestras fueron obtenidas de forma indirecta (térula de heces frescas en ambiente o
inmediatamente posterior a la eyeccién de éstas) y se mantuvieron en medio de transporte
Cary Blair (COPAN®) a temperatura de refrigeracion, hasta ser procesadas en el laboratorio.
La identificacion de las especies de aves, fue realizada por avistamiento directo del individuo.

Aislamiento e identificacién bacteriana

El procesamiento de las muestras, se llevé a cabo en el Laboratorio de Enfermedades
Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. La
duracion de esta fase fue alrededor de 3 meses.

Protocolo de aislamiento de Salmonella desde torulas.

Estos procedimientos se basan en las recomendaciones de la Oficina Internacional de
Epizootias (OIE), en su “Manual de Test Diagnésticos y Vacunas para los Animales Terrestres”
(OIE, 2008) y en recomendaciones especificas para mejorar la sensibilidad del método (Jensen
et al., 2003).

Dia 1l

Se realizd un pre-enriquecimiento de la muestra, en un tubo de ensayo con 5 mL de Agua
Peptonada Fosfatada (APT) con Novobiocina (20 pg/mL), y se incub6 entre 18-24hrs. a 37°C
Dia 2

Desde aquellos tubos con crecimiento bacteriano (turbidez), se inocularon 2 o 3 gotas (100 pL)
en placas de agar Modificado Semisolido Rappaport Vassiliadis (MSRV) con Novobiocina (20
pg/mL), y se incubé por 24 hrs. a 41,5°C.

Dia 3

Frente a crecimiento sospechoso (crecimiento marcado o con difusion), se realizé una siembra
por agotamiento en agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) y se incub6 por 24 hrs. a 37°C.

Dia 4

Aquellas colonias sospechosas de Salmonella en agar XLD (con precipitado negro o

transllcidas), se confirmaron por PCR mediante la deteccién del gen invA, el cual se utiliza por



ser una secuencia conservada de S. enterica, y que codifica un componente esencial del
aparato de secrecion de proteinas asociadas con la invasion. Posteriormente, se realizaron
pruebas bioquimicas en los medios Agar Triple AzUcar Hierro (TSI), Agar Hierro Lisina (LIA) y
Agar Movilidad Indol Ornitina (MIO), las cuales confirmaron la identidad de las cepas aisladas.
Por dltimo, la serotipificacion se realizé en el Instituto de Salud Publica (ISP), mediante el

esquema de Kauffmann-White.

Para el ensayo de PCR se extrajo el DNA bacteriano a través del “High Pure PCR Template

Preparation Kit” ® (Roche), mediante el protocolo descrito por el fabricante.
Condiciones especificas para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se seleccionaron 8 genes asociados a virulencia cuya presencia ha demostrado ser variable
entre aislados de S. Enteritidis (Huehn et al., 2010), (Tabla 1). Se realizaron PCR multiples
entre las secuencias gipA-SEN1417, trhH-prot6e, invA-pefA-spvC y un PCR simple para sirA.
Las concentraciones de cada reactivo, fueron las siguientes: 1x Buffer Taq, 1.6 mM MgCl,, 0.2
mM dNTP’s, 0.5 mM de cada partidor, 0.6-0.9 U de Taq Platinum ®, 0.5-1 uL DNA templado en
un volumen final de 10-12 uL. Las condiciones de temperatura y ciclos respectivos se detallan
en la Tabla 2.

Como control positivo se utiliz6 DNA extraido desde cepas de S. Enteritidis, aisladas
previamente en el laboratorio de Enfermedades Infecciosas y evaluadas por las técnicas
bioguimicas descritas previamente. Como control de pureza de los reactivos de PCR, se us6

H,O destilada estéril en lugar de la muestra.

Para la visualizacion de los amplicones, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al
1.5%, agregando 0.5 pL de tincién GelRed® para la observaron de los productos de PCR en un

transiluminador UV.
Analisis estadistico

Con los resultados obtenidos, se realizaron andlisis de datos categoéricos a través de tablas de

contingencia, con la ayuda del software INFOSTAST (2010v).
Dendograma

Ademas, se construyé un arbol filogenético usando el algoritmo “Unweighted Pair Group
Method with Averages” (UPGMA), con el software TREECON (1000 repeticiones). El

dendograma muestra la similitud genética (%) entre las cepas de Salmonella enterica



analizadas mediante PCR. La deteccion de genes asociados a virulencia (virulotipos), fue
representado con cuadrados grises al estar presentes, en tanto las letras indican las
frecuencias respectivas (A: 20, B: 10, C: 6, D: 3, E a L: 1). La cepa de coleccion de referencia

de Salmonella B 16 (SARB16) fue incluida como control.
Bioseguridad

S. enterica esta clasificada, como un agente de riesgo intermediario, de acuerdo con el “Manual
Estandar de Bioseguridad” generado por CONICYT (2008), el cual contiene medidas
correspondientes al Nivel 2 de bioseguridad, en conjunto con una serie de elementos descritos
a continuacioén y que fueron ejecutados y/o utilizados en este trabajo:

- Entrenamiento en la manipulacién de muestras y procedimientos experimentales, con énfasis

en la bioseguridad.

- Entrenamiento en el uso de elementos de proteccion personal (delantal blanco, botas,

guantes, mascarillas) al momento de la toma de muestras y su manipulacion.
- Cabina de Flujo Laminar tipo IIA, para seguridad biolégica.

- Todo el personal involucrado en la obtencién de muestras, fue vacunado contra la Influenza,

acorde a las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

- Acceso restringido a laboratorios.

RESULTADOS

De un total de 928 muestras, recolectadas entre Octubre de 2011 a Septiembre de 2012 en 7
sitios de muestreos a lo largo del pais, fueron aisladas 46 cepas de Salmonella spp.,
obteniéndose una frecuencia de presentacion de un 4,95% (46/928). A su vez, el serovar con
mayor incidencia en este estudio fue S. Enteritidis, con un 69,56% (32/46). Salmonella
Heildeberg (4/46, 8,69%), obtuvo la segunda mayoria, seguida por S. Seftenberg (2/46, 4,34%);
por dltimo, se identificaron otros serovares en menores proporciones: Salmonella Anatum,
Havana, Agona, Infantis, Dublin, y una cepa Grupo B (I 4, 5, 12:b:), los cuales, presentaron una
frecuencia de 2,17% (1/46), cada uno (Tabla 3).



Por otra parte, y con respecto al segundo objetivo especifico de este estudio, se describiran los
resultados obtenidos al evaluar la presencia de los genes seleccionados en los serovares

aislados.
Virulotipificacion

Antes de iniciar este andlisis se confirmé mediante PCR simple, que todas las cepas
correspondieran a Salmonella enterica, lo cual fue posible al identificar el gen invA en el 100%
de las cepas aisladas en este estudio.

Se identificaron 12 combinaciones de genes asociados a virulencia o virulotipos, con una

distribucion variable entre serovares (p<0.01), las cuales se exponen en la Figura 1.

El gen sirA, no se encontrd en ninguna cepa de S. Enteritidis, aunque si en las cuatro cepas de
S. Heidelberg y de S. Senftenberg y en todos los demas serovares aislados en este estudio,
aunque en diferentes combinaciones con los demas genes de virulencia. En comparacion al
gen spvC, en donde fue posible su identificacion en el 96,7% (30/31) de las cepas de S.
Enteritidis. Mas aun, el gen prot6e, fue identificado en casi todas las cepas (45/46, 97,8%) no
importando el serotipo, sélo estuvo ausente en una cepa de S. Senftenberg de la region de Bio
Bio.

En cuanto al gen gipA, se presentd en el aislado de S. Dublin, tres cepas de S. Heidelberg y
una cepa de S. Enteritidis. Para el gen trhH, solamente se logré identificar en la Unica cepa

aislada de S. Havana.

Por otra parte, el gen SEN1417 se encontr6é en el 35,48% de las cepas de S. Enteritidis y en

todos los demas serovares, excepto en tres cepas de S. Senftenberg.

Finalmente, el gen pefA se identific6 en la mayoria de las cepas de S. Enteritidis tanto de
Valparaiso como de Coquimbo, al igual que en los principales virulotipos (A y B), y en la cepa
control SARB 16.



DISCUSION

Diversas especies de aves del género Charadriiformes (gaviotas y gaviotines), fueron las mas
representadas dentro del total de muestras obtenidas en este estudio, siendo la Gaviota
Dominicana (Larus dominicanus), (538/928, 57,97%) la especie mas frecuentemente
encontrada. Esto se debe a la reconocida capacidad del género Larus para adaptarse a
diversos ambientes, en los cuales se alimentan, reproducen y establecen su territorio (Frere et
al., 2000; Lopez-Martin et al., 2011). Debido a sus habitos alimenticios oportunistas, es
frecuente observarlas abasteciéndose desde fuentes antrdpicas, como basurales urbanos y
pesqueros, desagues, etc. (Frere et al., 2000; Lépez-Martin et al., 2011). A raiz de esto, las
gaviotas son consideradas como el grupo de aves silvestres con mayor potencial en la
transmisién de patdégenos, fundamentalmente de enterobacterias, hacia el hombre y el ganado
(Frere et al., 2000, Duarte et al., 2002).

En este caso, la frecuencia de presentacion de Salmonella enterica, fue de 4,95%, a diferencia
de otras publicaciones como Duarte et al, (2002) los cuales, utilizando la misma metodologia de
muestreo en gaviotas patas amarillas (Larus cachinnans) y dorsinegra menor o sombria (Larus
fuscus) en cinco playas cercanas a la ciudad de Lisboa en Portugal, obtuvieron un 13% de
positividad, siendo S. Typhimurium con un 37,8%, el serovar mas aislado, seguido por S. Derby
(18,9%).

Con respecto a lo anterior, Palmgren et al. (2006) reporta una prevalencia del 2,7% para
Salmonella spp., luego de un estudio durante 3 afios y la recoleccion de 1047 muestras fecales
desde gaviotas de cabeza negra (Larus rudibundus) en Suecia. Salmonella Typhimurium fue el
serovar mas aislado con un 83%, siendo los tipos definitivos (DT) DT41 y DT195, los mas
prevalentes; en el caso de S. Enteritidis se obtuvo s6lo en un 3,6% de los casos, a pesar de ser

el segundo serovar mas aislado en casos de salmonelosis en humanos en Suecia.

En otro estudio, publicado por Dolejska et al. (2009), se tomaron muestras de agua de un
estanque cercano a Ostrava, ubicado al noroeste de Republica Checa; luego se muestreo una
colonia de gaviotas cabeza negra (Larus rudibundus), la cual reside en ese lugar junto a mas
de 250 especies de aves. Se aislo Salmonella spp. en el 16% de las muestras de agua (n=87) y
en un 24% de las gaviotas (n= 216). S. Enteritidis fagotipo (PT) PT8 y PT4 fueron los méas
prevalentes. Cabe destacar, que el PT8 es el mas prevalente tanto en animales como en
personas en ese pais. Ademas, se evidencio resistencia a uno o mas antibiéticos en el 29% de

los aislados de Salmonella spp. desde las gaviotas.



En Latinoamérica existen escasos reportes con respecto a Salmonella spp. en aves silvestres,
por lo que cabe destacar el estudio de Frere et al. (2000), quienes capturaron a cien ejemplares
de Gaviota Dominicana en el basural pesquero de Puerto Deseado, Patagonia Austral,
Argentina. Alli se encontraron diez tipos de enterobacterias, entre ellas, Escherichia coli (96%)
como la principal y S. Typhimurium con un 4% de incidencia, ademas de ser el Unico serovar
encontrado para S. enterica. A esto se complementa el estudio realizado por Giaccardi et al.
(1997), quienes estudiaron el comportamiento de esta gaviota en un basural en la ciudad de
Rawson, Chubut, Argentina, el cual recibe residuos de origen doméstico, descarte pesquero y
aguas servidas. Sus conclusiones apuntan, a que este basural era fundamental como recurso
alimenticio para estas aves, encontrando ejemplares de todas las edades y no importando la
época del afio, sino el estado de los residuos aqui depositados o la disponibilidad inmediata de
éstos.

Asi también, Butron y Brightsmith (2010) realizaron un muestreo entre los afios 2004-2005 en
la Reserva Nacional Tambopata en la amazonia peruana, con el objetivo de aislar Salmonella
spp. mediante térula cloacal y cultivo bacteriano, desde diversas especies de loros
decomisados y liberados en este lugar, loros silvestres y aves domésticas acuaticas que
habitan los alrededores de esta reserva. Los resultados que obtuvieron, fueron comparados
con una investigacion realizada en los afios 1992-1993, en donde se encontré positividad
mediante serologia a S. Pullorum en Guacamayos (Aras spp.) que fueron liberados en este
mismo lugar. En esta nueva investigacion, todos los ejemplares de loros resultaron negativos,
no asi las aves domésticas acudaticas, logrando un 31% de positividad a Salmonella spp; los
investigadores plantearon por lo tanto, el riesgo de transmisiébn de patégenos para las
poblaciones de aves silvestres en esta reserva desde las aves acuaticas, cuestion que también
plantea Deem et al. (2005), al encontrar serologia positiva a S. Pullorum en Amazonas de

frente azul (Amazonas aestiva) en Bolivia.

En nuestro pais, Lopez-Martin et al. (2011) obtuvieron un 25% de aislamiento para
Salmonella spp., en gaviotas Dominicanas (L. dominicanus) y un 6,7% en Gaviota de Franklin
(Leucophaeus pipixcan). Identificando a S. Enteritidis y S. Senftenberg en ambas especies de
gaviotas, mientras que S. Anatum y S. Infantis fueron encontrados solamente en las primeras
gaviotas mencionadas. Existen sin embargo, diferencias en la metodologia de muestreo
utilizada en comparacion con la presente investigacion, lo que podria ser la causa de estos
resultados tan disimiles. Lopez-Martin et al. (2011) capturaron sesenta gaviotas de Franklin,

obteniendo las heces mediante térula cloacal, mientras que 123 ejemplares de gaviota



Dominicana, fueron sacrificados recolectando diversas muestras durante la necropsia (térula
traqueal, seccion de intestino, higado, bazo, rifidn y pulmén, heces desde cloaca y lavado de
patas), lo cual aumenta considerablemente la posibilidad de aislamiento bacteriano. En una
posterior publicacion del grupo de investigadores, Rodriguez, et al. (2012) obtuvieron
resultados similares, aunque la técnica utilizada fue PCR tiempo real, lo que aumentd

notablemente la sensibilidad de los resultados.

En nuestro estudio, cabe destacar la gran cantidad de aislados positivos en las regiones de
Valparaiso y Coquimbo. Las caracteristicas ambientales para las principales caletas de
pescadores en las regiones mencionadas, son bastante similares, ya que el lugar de
desembarque de los botes se encuentra contiguo a los locales de expendio de mariscos y
pescados, ademas de presentar un flujo constante de personas (pescadores y turistas), perros,
gatos y diversas aves, principalmente Gaviotas Dominicanas (Larus dominicanus) y Pelicanos
(Pelecanus thagus), entre otras como, Gaviota Garuma (Leucophaeus modestus), Cormoran
Yeco (Phalacrocorax brasilianus), Tiuque (Milvago chimango), Garza chica (Egretta thula),
Huairavo (Nycticorax nycticorax), etc. Ademas, las muestras fueron recolectadas en ambos
lugares desde un mirador abierto al publico, en donde gran cantidad de aves se posan y

defecan continuamente.

Salmonella Agona, uno de los serovares que fue aislado durante los meses de invierno
y en un solo sitio de muestreo, merece un andlisis mas detallado. Nesse et al. (2005),
analizaron 27 aislados de S. Agona, 42 de S. Montevideo y 29 de S. Senftenberg provenientes
de diversas fuentes en Noruega: una colonia de gaviotas mayores de dorso negro (Larus
marinus) y gaviotas argéntea (Larus argenatus), fabricas de harina de pescado, fabricas de
forraje en fardos, animales domésticos y humanos, mediante electroforesis de campos
pulsados (PFGE). Los resultados demostraron que dos de las cepas de S. Agona (A1 y A2)
fueron identificadas tanto en gaviotas como en una de las fabricas de forraje en fardos y en una
fabrica de harina de pescado. Mas aun, A2 fue encontrada en dos granjas avicolas. Ademas
otra cepa de S. Agona aislada desde una gaviota, obtuvo més de un 90% de similitud con Al.
Sin embargo, las cepas de este mismo serovar aisladas en humanos, fueron diferentes a todas
las otras cepas. Por lo que es posible pensar, que si bien la cepa de S. Agona aislada en este
estudio, proviene de una gaviota, las vias de infeccion son multiples y este aislamiento podria
demostrar el cambio sustancial en las fuentes de alimentacion para estas aves marinas en un

periodo del afio, en el que la pesca y el flujo de personas disminuye considerablemente.



En la misma regién en la caleta de pescadores de San Antonio, se obtuvieron tres cepas, S.
Infantis, S. Dublin y S. Senftenberg, todos provenientes de gaviotas Dominicanas. Uno de los
hallazgos mas importantes de este trabajo, fue identificar a S. Dublin, ya que es un serovar
adaptado a los bovinos (Dietz et al.,, 2006). Es capaz de infectar tanto a animales jovenes
como a adultos, causando enteritis y enfermedad sistémica, generando en algunos casos una
alta mortalidad. Ademas, la infeccion presenta una tendencia marcada a persistir en el tiempo,
dejando portadores con una excrecién continua o intermitente de Salmonella en las heces
(Dietz et al., 2006). Si ocurre infeccion en las personas, la bacteria suele llegar a ser mas
invasiva que otros serovares (Dietz et al., 2006). De acuerdo a la literatura recopilada para la
realizacion de esta memoria, no existen reportes de S. Dublin en gaviotas, ni tampoco en otras
aves silvestres a nivel nacional y no fue posible encontrar evidencias de aislamiento en aves de
corral. Sélo destacar el brote producido por este serovar en criaderos de visones en Dinamarca
en el afno 2000, descrito por Dietz et al. (2006) en donde se produjo una muerte masiva de
animales adultos al igual que abortos. Por lo que, el rol de este serovar en animales silvestres

no se conoce con claridad.

Por otra parte, fue posible muestrear cuatro humedales, sitios muy importantes para la
conservacion de aves residentes y migratorias en nuestro pais, donde confluyen grandes
cantidades de ejemplares cada afio, estableciéndose un contacto estrecho entre diversas

especies y por lo tanto, la oportunidad de transmision y diseminacién de patdgenos.

Durante el invierno de 2012, fue posible muestrear una gran bandada de Piuquenes
(Chloephaga melanoptera) en el Humedal de Batuco, RM, del cual se obtuvo una cepa de S.
Heidelberg. Este lugar se conoce por albergar a diversas especies de patos silvestres, Perritos
(Himantopus mexicanus melanurus) y Taguas (Fulica spp.), sin embargo, también tienen
acceso campesinos con ganado vacuno y rebafios de cabras, los cuales alimentan a sus
animales en el mismo sector que habitan las aves. Es probable que estas aves al ser
totalmente herbivoras y se alimenten en el mismo sector que los animales domésticos hayan
contraido la infeccién por esta via. No se conocen otros estudios en esta especie de ave, por lo
gue este hallazgo resulta ser muy interesante, mas adn por la situacion epidemioldgica del

humedal en cuestion.

En la Region de Valparaiso, fue posible visitar en diversas oportunidades la desembocadura
del rio Maipo, durante los meses de Diciembre de 2011 y Enero 2012 y a pesar de obtener gran

cantidad de muestras en cada ocasion, sélo se obtuvieron dos aislados positivos, una cepa de



S. Senftenberg y una cepa de S. Grupo B (I 4,5,12:b:-). En esta oportunidad, no se pudo
determinar la especie de ave a la cual corresponden estos aislados, ya que alli se congregan
gran cantidad de aves marinas migratorias, entre ellas la Gaviota de Franklin (Leucophaeus
pipixcan), Gaviotin elegante (Thalasseus elegans), Gaviotin sudamericano (Sterna
hirundinacea), Playero blanco (Calidris alba) etc. Ademas, se observa con frecuencia ganado
vacuno y ocasionalmente caballos, ademas de ser un destino habitual para turistas, lo que
ofrece una diversidad de posibilidades de infeccidén para estas aves y viceversa.

La deteccion de S. Enteritidis en la mayoria de los lugares de muestreo, abre un espacio de
discusion frente al rol que estarian presentando las aves silvestres acuéticas en la
epidemiologia de Salmonella spp., en nuestro pais, ya que el componente silvestre en los ciclos
de transmision de patdgenos, generalmente no se incluye en los andlisis. Los hallazgos del
presente trabajo resultan relevantes, ya que se debe considerar a la gaviota Dominicana (Larus
dominicanus) como un reservorio silvestre importante para S. enterica a lo largo de la costa,
pudiendo participar activamente en la transmision de la bacteria hacia fuentes de agua,
alimentos de consumo en ferias o pescaderias, aves migratorias, animales domésticos y

directamente al ser humano

Por otro lado, la identificacion de genes asociados a virulencia en serovares de S.
enterica aislados desde aves silvestres, existen escasos estudios, por lo cual la frecuencia de
presentacion se comparé con los resultados publicados por Huehn et al. (2010), en donde se

establecen las prevalencias de estos genes con respecto a S. Enteritidis.

Por un lado, el gen sirA, no se encontrdé en ninguna cepa de S. Enteritidis, aunque si estuvo
presente en la mayoria de los otros serovares, lo que contrasta con Huehn et al. (2010), ya que
la prevalencia del gen sirA en S. Enteritidis fue de 41,2%, aunque en ese caso el origen de la

muestra era el ser humano.

Con respecto al gen spvC, los resultados se asemejan a lo expuesto por Huehn et al. (2010),

ya que encontraron este gen en algunas cepas de S. Enteritidis y S. Typhimurium.

En cuanto al gen gipA, Huehn et al. (2010) describen una baja prevalencia (8,9%), lo cual es
similar a nuestro estudio, ya que se identific6 en una sola cepa de S. Enteritidis, aunque
también en otros serovares. Los investigadores reportan a este gen con una mayor frecuencia
en S. Typhimurium, debido a que se encuentra inserto en el bacteri6fago denominado Gifsy-1,
siendo utilizado el producto de éste, como parte de los mecanismos de sobrevivencia en las

Placas de Peyer (Flanigan y Gardner, 2007).



Para el gen trhH, Huehn et al. (2010) mencionan su presencia de forma ocasional en algunas
cepas de S. Enteritidis y en S. Typhimurium, lo cual no se observo en el caso de las cepas de
S. Enteritidis, a pesar de que si se identific6 en otros serovares; por lo que se debe seguir

investigando al respecto.

Por otra parte, Pan et al. (2009), describen la presencia del gen SEN1417 (transportador
putativo de aminoacidos), en fagotipos prevalentes de S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Typhi,
entre otros, por lo que seria requerido sin duda en el proceso infeccioso. En este caso, al no
realizar una fagotipificacion, no fue posible correlacionar estos datos, aunque se identificé en el
35,48% de las cepas de S. Enteritidis.

Ahora, al analizar el arbol filogenético se observa una agrupacion diferencial entre S. Enteritidis
y cepas de S. Heidelberg, lo cual se explicaria por la diversidad en las funciones de
patogenicidad y repertorio genético presente entre serotipos (Figura 1). Al analizar este aspecto
entre el resto de los serovares aislados, no se evidencid una discriminacion clara entre ellos,
causado probablemente por la escasez de cepas de cada uno y por el criterio basado en S.
Enteritidis para la seleccién de genes especificos. La mayoria de las cepas se agruparon en 2
virulotipos (A y B) dentro de S. Enteritidis, observandose asociacién geografica (p <0,01) para
las Regiones de Valparaiso y Coquimbo, respectivamente (Figura 1), lo que sugiere una

distribucion heterogénea de las cepas de S. Enteritidis a lo largo de la costa chilena.

En Chile, S. enterica es una bacteria endémica que produce infecciones en humanos y
animales domésticos. Los resultados del presente estudio demostraron que seis de los 20
serovares mas frecuentemente aislados en seres humanos en la regiéon (Hendriksen, et al.
2011) fueron detectados en aves silvestres (Enteritidis, Agona, Infantis, Dublin, Anatum y

Heidelberg).

Se necesita una mayor investigacion y seguimiento de la infeccion por Salmonella en las aves
silvestres con el fin de caracterizar las cepas emergentes, los ciclos de transmisién y
fluctuaciones temporo-espaciales debido a los cambios climaticos globales, con el objetivo de

reducir los riesgos potenciales para la salud publica, los animales domeésticos y la vida silvestre.
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ANEXOS

Tabla 1. Genes asociados a virulencia, partidores y caracteristicas de su funcion particular.

Gen Localizacién Funcién Prevalencia Partidores Producto | T'm
(%) (pb) °C)
gipA Profago Factor de virulencia | 8,9 acgactgagcaggctgag 518 48
Gifsy-1 especifico de
Placas de Peyer. ttggaaatggtgacggtagac 51,5
spvC Plasmido Region spv promoto | 84,9 ctccttgcacaaccaaatgeg 570 57.8
pSLT ra de un rapido
crecimiento y la tgtctctgcatttcaccaccatc 56,3
supervivencia en el
hospedero.
trhH Isla Proteina 10,5 aactggtgccgttgtcattg 418 53,2
gendmica de | ensambladora del
Salmonella | pili, hipotética gatggtctgtgcttgctgag 50,4
SirA Islote Sistema de dos 42,1 tgcgcectggtgacaaaactg 313 56,9
componentes con
barA actgacttcccaggctacagca 55,4
prot6e Plasmido Fimbria 89,4 gcctaaggttagtgtgactctc 579 46,9
pSLT
ctagcagccgttggtatcc 49,8
pefA Plasmido Fimbria 89,4 cctgtgacctgaccacttctg 418 51,8
pSLT
gtaagccactgcgaaagatg 50,1
** invA Cromosoma Proteina 100 gtgaaattatcgccacgttcgggcaa | 284 66,8
exportadora del
complejo aguja tcatcgcaccgtcaaaggaacc 60,6
worx Cromosoma Transportador Cepas gatcgctggctggtc 670 43
senl417 putativo de prevalentes
aminoacidos ctgaccgtaatggcga 44

(Huenh et al., 2010), ** (Malorny, 2003), *** (Pan, 2009).



Tabla 2. Condiciones de amplificacion para PCR.

T° (°C) Tiempo N° Ciclos
94 5 min 1
94 45 seg
53-56* 45 seg 35
72 1.5 min
72 10 min 1

*53°C para trhH y protée; 56°C para invA, spvC, pefA, SEN1417 y sirA.



Tabla 3. Identificacion del sitio de muestreo, hospedero y serovares aislados.

Hospedero
Sitio de muestreo (Nimero de muestras) Identificacion de cepas

Arica

18°24’S 70°19'W Leucophaeus pipixcan

18°26’S 70°18'W Larus dominicanus
Leucophaeus modestus

. Enteritidis 95
. Anatum 1
. Havana 2

nunuwnw

Coquimbo

29°57'S 71°20'W Larus dominicanus . Enteritidis 97

. Enteritidis 98

. Enteritidis 99

. Enteritidis 100
. Enteritidis 101
. Enteritidis 102
. Enteritidis 103
. Enteritidis 104
. Enteritidis 105
. Enteritidis 106
. Enteritidis 107

[OEORORORORORORORONON)

Valparaiso

33°01’'S 71°35'W Larus dominicanus . Enteritidis 108
. Enteritidis 109
. Enteritidis 110
. Enteritidis 111
. Enteritidis 112
. Enteritidis 113
. Enteritidis 114
. Enteritidis 115
. Enteritidis 116
. Enteritidis 117
. Enteritidis 118
. Enteritidis 119
. Enteritidis 120
. Enteritidis 121
. Enteritidis 122
. Enteritidis 123
. Enteritidis 124
. Enteritidis 125
. Enteritidis 126
. Enteritidis 127
. Heidelberg 1

. Heidelberg 2

. Heidelberg 3
Agona 2

. Infantis 3

. Senftenberg 3
Dublin 1

. Senftenberg 2
. enterica Group B”

33°34'S 71°36'W Larus dominicanus

33°37'S 71°37'W Larus dominicanus

Metropolitana

33°12'S 70°49'W Chloephaga melanoptera
Bio Bio

36°42'S 73°6'W Larus dominicanus

2] VDO LOLLLOLLLOLOLOLOOLLOLOOLOLOOLOOOLOOOOO O

. Heidelberg 4

. Senftenberg 6
. Senftenberg 7

nwm




Figura 1. Combinacién de genes asociados a virulencia (virulotipos) segun serovar aislado y
region geografica.
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S. Heildelberg 4-Metropolitana
S. Infantis 3-Valparaiso

S. Senftenberg 2-Valparaiso
S. Agona 2-Valparaiso

S. Anatum 1-Arica

§. Group B-Valparaiso

S. Heildelberg 1-Valparaiso
S. Dublin 1-Valparaiso

S. Senftenberg 7-Bio Bio
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